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論文内容の要旨 
 
＜序論＞ 
 がん細胞では、細胞増殖が亢進することにより、アミノ酸やグルコースなどの栄養要
求性が上昇することや、タンパク質合成の亢進による小胞体 (ER) ストレスが生じるこ
とが知られている。また、がん細胞は、生体内の微小環境における血管網の形成が不十
分で栄養が届きにくい環境で増殖するため、ストレス状態にさらされている。こうした
条件下、がん細胞はストレス応答機構を利用することで生存や増殖を可能にしている。 
 本研究では、ストレス応答の一つである ISR (Integrated stress response) に着目
した。ISR は、eIF2α(eukaryotic initiation factor 2 α)キナーゼにより開始され
る。このうち、GCN2 (general control nonderepressible 2)は、アミノ酸飢餓によっ
て活性化し、PERK (protein kinase RNA (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase) は、
ERストレスやグルコース飢餓により活性化する。これらの eIF2αキナーゼの活性化は、
翻訳開始に関わる eIF2 のαサブユニットのリン酸化を介してグローバルな翻訳を抑制
する一方で、ATF4 (activating transcription factor 4 ) の合成を亢進させる。ATF4
は、アミノ酸代謝に関わる酵素、オートファジー関連因子、アミノ酸トランスポーター
などの遺伝子の転写を亢進させる。ATF4 発現誘導によるオートファジーの亢進や、ア
ミノ酸トランスポーターの発現上昇を介した homeostasisの維持が、MYCの過剰発現や、
がん遺伝子の発現により引き起こされるストレス条件において、細胞の生存や増殖に重
要なことが報告されている。以上より、アミノ酸飢餓や ER ストレスなどの条件におけ
る細胞の生存や増殖に重要な役割を果たす ISRは、がんに対する治療標的であると考え
られる。 
 本研究では、GCN2 の活性化には histidinol、halofuginone を、PERK の活性化には
tunicamycin、thapsigargin を用いて、① がん細胞特異的な ISR の制御機構を解明す
ること、② ISRを標的とした治療法の可能性について検討することを目的とした。 
＜方法＞ 
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 細胞培養 慢性骨髄性白血病由来の K562 細胞、非小細胞肺がん由来の PC9 細胞、
NCI-H1975 細胞、NCI-H460 細胞、肉腫由来の細胞株 HT1080 細胞は、10% FBS を添加し
た培地を用いて培養した。 
 Immunoblot法 Phospho-GCN2、GCN2、Phospho-eIF2α、eIF2α、ATF4、cleaved-PARP
などの 1次抗体を用いてタンパク質の発現量を検討した。 
 核の染色によるアポトーシス誘導の評価 細胞に薬剤を処理後、Hoechst33342 で核
を染色した。アポトーシスの特徴である核の凝集や断片化を検出した。 
 細胞増殖阻害試験 細胞を播種し、翌日、薬剤を処理した。数日後、ATPの濃度を測
定することにより、細胞の生存率を測定した。 
 siRNA による遺伝子のノックダウン GCN2、PERK、ATF4 に対する siRNA は、各細胞
の播種時に Lipofectamine RNAimaxを用いて reverse transfection法で siRNAの導入
を行った。 
 免疫染色法による核内 ATF4 の発現量の定量 細胞に薬剤を処理後、細胞を固定し、
ATF4の抗体を用いて、免疫染色を行った。核の染色には、Hoechst33342を用いた。IN CELL 
ANALYZER 6000を用いて撮影後、核内の ATF4の蛍光強度を定量した。 
 In vitro kinase assay GCN2 と eIF2αの recombinant protein を使用した。
Immunoblot法により、eIF2αのリン酸化の抑制について検討した。 
 
第 1章 BCR-ABLによる ISR制御機構の解析 
＜背景と目的＞ 
 BCR-ABL (Breakpoint cluster region-abelson) は、慢性骨髄性白血病 (CML) に見
られる driver oncogene である。BCR-ABL は、下流の MAPK 経路や PI3K/Akt/mTORC1 経
路、JAK/STAT経路などの増殖シグナル (oncogenic signal) を活性化させ、CMLの細胞
を増殖させる。この時、ER ストレスなどが誘導されることが報告されている。そのた
め、CML 細胞の生存には、ISR の活性化が細胞生存に重要な役割を果たすことが考えら
れる。したがって、CML細胞株を用いて、BCR-ABLによる ISRの活性化について検討す
ることを目的とした。 
＜結果＞ 
 ISRの活性化には以下の化合物を使用した。 
   ・GCN2経路: histidinol 
   ・PERK経路: tunicamycin  
 CML由来で BCR-ABL陽性の K562細胞において、BCR-ABL阻害剤は、tunicamycinによ
る PERKの活性化と ATF4の発現誘導を抑制した。同様に、BCR-ABL阻害剤は、histidinol
による GCN2の活性化と ATF4の発現誘導を抑制した。 
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 次に、tunicamycin 存在下では、BCR-ABL 阻害剤による細胞死の誘導が増加すること
を核の凝集・断片化を検出や PARP の断片化の検出により見出した。Hisitidinol 存在
下でも同様に、BCR-ABL 阻害剤によるアポトーシス誘導の増加が確認された。また、
tunicamycin 存在下、PERK 阻害剤である GSK2656157 は、PERK の活性化と ATF4 の発現
誘導を抑制し、細胞死を誘導した。一方で、histidinol 存在下では、GSK2656157 処理
による ISRの抑制と細胞死の誘導は観察されなかった。従って、BCR-ABLの阻害を介し
た ISRの阻害は、ストレス条件下で細胞死を誘導することが示唆された。 
＜結論と考察＞ 
 BCR-ABLは、GCN2や PERKの活性化、および ATF4の発現誘導に重要な役割を果たすと
考えられた。また、BCR-ABL は ISR の活性化を介して、栄養飢餓や ER ストレス条件で
の細胞生存に重要であると考えられた。 
 
第 2章 活性化変異型 EGFRによる ISR制御機構の解析 
＜背景と目的＞ 
 活性化変異型 EGFR (Epidermal growth factor receptor) は、非小細胞肺がん (NSCLC) 
のうちの腺がんにおいて観察され、がん化を引き起こす遺伝子変異である。EGFR は、
受容体型のチロシンキナーゼであり、リガンドの結合時、下流の MAPK 経路や
PI3K/Akt/mTOR経路を活性化する。一方で、EGFRの exon19の欠損や L858R変異は、EGFR
のチロシンキナーゼ活性を恒常的に活性化させ、リガンド非依存的に下流の増殖シグナ
ルを亢進させる。活性化変異型 EGFRを有する NSCLCに対しては、EGFR阻害剤を用いた
治療により顕著な抗がん効果が観察される。しかし、EGFR阻害剤の長期の使用により、
耐性がんが出現し、治療効果が減弱することが問題となっている。活性化変異型 EGFR
は、解糖系の亢進などの代謝のリプログラミングに関わっていることが報告されており、
ストレス条件において ISRは細胞の生存に重要であると考えられる。本章では、活性化
変異型 EGFR陽性の NSCLCにおいて、EGFRによる ISRの活性化とストレス下での細胞生
存への寄与について検討した。 
＜結果＞ 
 ISRの活性化には以下の化合物を使用した。 
   ・GCN2経路: histidinol 
 NSCLC 由来で活性化変異型 EGFR 陽性の PC9 細胞、NCI-H1975 細胞では、EGFR 阻害剤
は、GCN2 の活性化を誘導するグルタミン飢餓条件において、ATF4 の発現誘導を抑制し
た。EGFR の下流シグナルに対する種々の阻害剤のうち、PI3K/mTOR に対する阻害剤は、
グルタミン飢餓条件における ATF4 の発現誘導を抑制した。これは、PI3K/mTOR 経路の
阻害が、ATF4 の翻訳に重要な翻訳開始因子複合体 eIF4F の不活性化を誘導するためと
考えられた。 
 また、PC9細胞や NCI-H1975細胞において、histidinol存在下、osimertinibによる
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細胞増殖の抑制が増強された。さらに、ATF4 のノックダウンでも、histidinol 存在下
で、細胞死が強く誘導され、細胞増殖が強く抑制された。従って、ストレス条件におい
て、EGFRによる ATF4の発現誘導は細胞生存に重要であることが示唆された。 
＜結論と考察＞ 
 上記の結果から、活性化変異型 EGFRは、ストレス条件下での ATF4の発現誘導に重要
であることが示された。さらに、ATF4の発現誘導には、EGFR下流の PI3K/mTOR経路に
よる eIF4F複合体の活性制御が重要なことが示唆された。また、ISRを活性化するスト
レス条件下で、EGFR は、ATF4 の発現誘導を介して、細胞の生存や増殖に重要であるこ
とが示された。以上から、ISRの活性化剤と EGFR阻害剤を併用することで、EGFR阻害
剤による治療効果の増強が可能であると考えられた。 
 
第 3章 GCN2経路阻害剤の探索とその性状解析 
＜背景と目的＞ 
 第 1章および第 2章において、driver oncogeneである BCR-ABLや活性化変異型 EGFR
を有する細胞株では、アミノ酸飢餓条件において GCN2-ATF4経路が細胞生存に重要であ
ることを示された。そこで、GCN2 経路を阻害する化合物をキナーゼ阻害剤ライブラリ
から探索・同定し、GCN2-ATF4経路を標的とした新たな治療法の可能性について検討す
ることを目的とした。 
＜結果＞ 
 ISRの活性化には以下の化合物を使用した。 
   ・GCN2経路: halofuginone、histidinol 
   ・PERK経路: tunicamycin、thapsigargin  
 肉腫由来で活性化変異型 NRASを有する細胞株、HT1080細胞において、halofuginone
または、tunicamycin 存在下で、355 種類のキナーゼ阻害剤を処理した。その後、核内
の ATF4 の発現量を免疫染色法を用いて定量した。その結果、PI3K/mTOR 経路阻害剤に
加えて、2種類の化合物が、halofuginoneによる ATF4の発現誘導を抑制した。このう
ち、GZD824 は、GCN2 の活性化と ATF4 の発現誘導を抑制した。また、GZD824 は、GCN2
のキナーゼ活性を直接抑制することが in vitro kinase assayにより明らかになった。 
 HT1080 細胞や NSCLC 由来で活性化変異型 KRAS を有する NCI-H460 細胞において、
histidinol存在下で GZD824による細胞増殖の抑制が増強された。また、これらの細胞
株では、histidinol 存在下において GZD824 による細胞死の誘導が増強された。
Histidinol存在下、siRNAによる ATF4のノックダウンは、細胞増殖抑制を誘導した。
従って、アミノ酸飢餓条件において、GZD824による ATF4の発現誘導の抑制は、細胞増
殖の抑制を増強することが示唆された。 
＜結論と考察＞ 
 GZD824は、アミノ酸飢餓時に活性化する GCN2のキナーゼ活性を直接阻害することに
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より GCN2-ATF4経路を抑制すると考えられた。GZD824は GCN2-ATF4経路の抑制により、
アミノ酸飢餓条件において細胞死を誘導した。以上から、GZD824 は、アミノ酸飢餓な
どのストレス条件において、GCN2-ATF4経路に依存するがんの治療に有用であると考え
られた。 
 
＜結語＞ 
 第 1、2章において、BCR-ABLや活性化変異型 EGFRなどの driver oncogeneを有する
がん細胞では、oncogenic signalが ISR活性化と ATF4の発現誘導に重要であると考え
られた。さらに、ストレス条件において、分子標的薬による oncogenic signal の抑制
を介した ISR の抑制は、細胞死を強く誘導した。以上から、oncogenic signal は過剰
な増殖を引き起こすことでストレスを誘導する一方で、そのストレス下での細胞生存に
働く機能があることを結論した。また、活性化変異を有する KRAS をはじめとした特異
的な阻害剤のない oncogene を有するがんにおいても、ISR は、治療標的である可能性
が考えられた。 
 第 3章では、GZD824は、アミノ酸飢餓条件において、GCN2-ATF4経路を阻害すること
で、細胞増殖を強く抑制することを示した。この結果、GZD824は、GCN2-ATF4経路に依
存するがんの治療に有用であると考えられた。 
 
論文審査結果の要旨 
 
 がん細胞は、異常な増殖や栄養要求性の亢進などの特徴を示す。こうした生存条件か
ら、低栄養状態や小胞体ストレスなどが生じやすい。しかし、適応機構を活性化させる
ことで恒常性を維持している。その適応機構の一つが Integrated stress response 
(ISR) である。ISRは、種々のストレス条件下において、PERKや GCN2といった eIF2α
キナーゼにより開始され、eIF2αのリン酸化に伴うグローバルな翻訳の抑制と ATF4 の
翻訳誘導を引き起こす。ATF4 は、オートファジーをはじめとしたストレス適応に重要
な遺伝子の発現を亢進させる。実際に、がん遺伝子が誘導するストレスに対し、ISRは、
恒常性の維持に重要であることが報告されており、ISRは、がんに対する有効な治療標
的であると考えられる。 
 本研究では、がん細胞に特異的な ISRの制御機構を解明し、ISRの阻害による新規治
療法の可能性について検討することを目的とした。 
第 1章 BCR-ABLによる ISR制御機構の解析 
 慢性骨髄性白血病 (CML) に発現する driver oncogeneである BCR-ABLは、下流シグ
ナルの活性化により増殖を促進し、ストレスを誘導することが考えられる。そこで、
BCR-ABLと ISR制御の関連について CML由来の細胞株を用いて検討した。ISRを活性化
するストレス条件下において、BCR-ABL阻害剤は PERK、GCN2の活性化と ATF4の発現誘
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導を阻害した。同様のストレス条件において、BCR-ABL阻害剤による細胞死の誘導は増
強された。 
第 2章 活性化変異型 EGFRによる ISR制御機構の解析 
 肺腺がんに発現する driver oncogeneである活性化変異型 EGFRと ISR制御の関連に
ついて検討を行った。ストレス条件において、EGFR 阻害剤は、ATF4 の発現誘導を抑制
した。この時、EGFRは下流の PI3K/mTOR経路を介して ATF4の発現誘導に重要であった。
また、GCN2 経路を活性化するストレス条件において、EGFR 阻害剤による細胞死の誘導
が増強された。同様のストレス条件において、ATF4 のノックダウンにより細胞死が誘
導された。 
第 3章 GCN2経路阻害剤の探索とその性状解析 
 第 1、2章の結果から、GCN2を介した ISRの活性化は、ストレス条件におけるがん細
胞の生存に重要であることが示された。そこで、355種類のキナーゼ阻害剤ライブラリ
から、GCN2経路の活性化による ATF4の発現誘導を阻害する化合物を探索し、GZD824を
同定した。GZD824は、in vitro kinase assayにおいて GCN2による eIF2αのリン酸化
を阻害した。また、GZD824は GCN2経路を活性化するストレス条件において細胞死を強
く誘導した。同様のストレス条件において、ATF4 のノックダウンでも細胞死が誘導さ
れた。 
 本研究により、driver oncogeneを標的とした分子標的薬は、ストレス条件において
ISRの活性化を阻害し、細胞死を誘導できることが示された。また、新規 ISR阻害剤と
して GZD824 を見出した。GZD824 は GCN2 経路を活性化するストレス条件において高い
効果を示した。 
 2019 年 2 月 1 日に、主査と副査 2 名による審査会を開催した。最初に申請者が博士
論文の内容について、博士論文審査会では発表しない内容も含めた約 40 分のプレゼン
テーションを行った。そのあと約 1時間かけて、主査および副査よりの質問・コメント
と、それに対する申請者の回答があった。申請者の本研究及びその関連領域に対する知
識と理解はほぼ満足できるものであった。2月 20日の博士学位論文審査会においては、
申請者は主査および副査よりの質問・コメントに対応した発表を行った。また、フロア
からの質問にも丁寧かつ的確に答えていた。 
 以上より、申請者は博士（薬学）の学位に十分値するものと評価された。 
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